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摘 要 : 本 试验 由 在 研究 高 产 纤维 分 解 酶 康 民 木 霉 诱 变 选 育 与 发 酵 条 件 优化 。 通过 对 康 氏 木 


BALRA CI MRL, KIR AH 


T 


合 诱 变 ) ， 获 得 产 纤维 分 解 酶 高 的 突 


变 菌 ， 并 对 其 产 酶 发 酵 条 件 和 水 解 秸秆 能 力 进 行 研究 。 结 果 表 明 : 康 氏 木 霉 原 菌 经 紫外 、 硫 


RLE, KI mR LH 


变 菌 木 聚 糖 酶 活性 提高 了 42.7%， 纤 维 素 酶 活性 提高 了 


合 诱 变 筛 选 出 了 1 株 突 变 菌 康 氏 木 每 UH-1; 与 原 菌 相 比 ， 突 


78.5%。 康 民 木 才 UH-1 最 适 固态 发 


酵 产 酶 条 件 为 玉米 秸秆 : BEBO 7: 3、 硫酸 铵 浓度 2%、 接 种 量 1.1 mL、 培 养 基 售 水 量 67%、 


发 酵 时 间 84 h、 磷 酸 二 氧 钾 浓 度 1%。 在 此 条 件 下 滤纸 酶 活性 达到 0.86 U/g， 纤 维 素 酶 活性 


达到 99.81 U/g， 木 聚 糖 酶 活性 达到 1 150.32 U/g; 而 康 氏 木 霉 原 菌 滤纸 酶 活性 为 0.23 U/g, 


纤维 素 


TS 


HALEN 46.38 U/g， 木 聚 糖 酶 活性 为 677.86 U/g 


。 本 研究 表明 ， 紫 外 -硫酸 二 乙 酯 复 


合 诱 变 可 有 效 对 康 氏 木 霉 进行 诱 变 育种 ， 改 善 其 产 酶 能 力 和 秸秆 水 解 能 
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我 国 是 玉米 种 植 大 国 ， 每 年 玉米 秸秆 产 
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EK, 2017 年 玉米 秸秆 产量 达 9 亿 万 t, 


ll 


缺乏 切实 可 行 的 处 到 


与 利用 技术 ， 焚 烧 玉米 秸秆 现象 严重 ， 年 焚烧 量 超过 2 亿 {外 ， 造 成 资 


源 浪 费 和 严重 的 环境 污染 。 玉 米 秸秆 蕴藏 能 值 丰 富 ， 若 经 科学 处 理 ， 可 作为 能 量 饲料 资源 的 


补充 。 利 用 微生物 产生 的 多 种 纤维 分 解 酶 对 玉米 秸秆 进行 转化 利用 是 当前 研究 的 热点 方向 


D] 。 


丝 状 真菌 


RA, the AA 


CHAE ANS IBS) 被 认为 可 产生 较 全 的 纤维 素 酶 系 和 部 分 半 纤 维 素 酶 


[纤维 成 分 的 理想 菌株 。 康 氏 木 霉 是 生物 降解 玉米 秸秆 的 常用 菌 ， 可 高 效 


降解 玉米 秸秆 中 的 纤维 成 分 。 常 娟 外 在 玉米 秸秆 中 接种 康 开 木 霉 ， 发 现 康 氏 木 考 可 显著 降低 


玉米 秸秆 中 纤维 素 和 半 纤 维 素 含量 。 史 国葬 中 筛选 出 分 解 纤维 素 能 力 强 的 菌 种 为 康 氏 木 霉 ， 


随 着 时 间 的 延长 , 其 对 牛 瘤胃 中 性 洗涤 纤维 、 酸 性 洗涤 纤维 、 纤 维 素 、 半 纤维 素 降解 率 增 大 。 


玉米 秸秆 含 多 种 复杂 的 化 学 键 , 水 解 需 要 多 种 酶 配合 协同 完成 , BEER ARE MICA PW ER 


酶 的 能 力 ， 还 有 分 泌 大 量 木 聚 糖 酶 的 能 力 ， 这 对 高 效 水 解 玉米 秸秆 具有 重要 意义 。 李 慧君 吕 


研究 发 现 ， 康 氏 木 霉 产 纤维 素 酶 和 木 聚 糖 酶 的 最 大 活性 均 对 其 降解 玉米 秸秆 的 能 力 影 响 较 


大 。 汉 波 四 在 试验 中 筛选 出 1 株 产 木 聚 糖 酶 活性 能 力 较 高 的 菌株 一 一 康 氏 木 霉 。 由 此 可 见 ， 


纤维 分 解 酶 种 类 与 活性 对 高 效 水 解 秸秆 纤维 成 分 影响 较 大 ,获得 酶 谱 全 、 活 性 高 的 菌株 是 生 


物 处 理 玉 米 秸秆 的 关键 。 


玉米 秸秆 化 学 结构 复杂 ， 微 生物 纤维 分 解 酶 往往 需要 非 酶 蛋白 因子 〈 解 氧 键 酶 加、 溶 多 


糖 单 加 氧 酶 [O、 


单一 酶 种 相 比 ， 


富 ， 且 可 产生 多 种 辅助 因 


溶 胀 素 00) 共同 参与 才能 高 效 水 解 纤维 素 。 与 基因 工程 菌 液 态 发 酵 产生 的 


HF AE i [al 


态 发 酵 产生 的 多 酶 复合 体系 更 适合 于 秸秆 水 解 处 理 ， 其 不 仅 酶 谱 丰 


子 ， 更 有 利于 打开 复杂 的 纤维 结构 。 但 野生 菌 回 态 发 酵 产 生 的 酶 活 


性 低 、 成 本 高 ， 限 制 了 其 在 水 解 处 理 作物 秸秆 中 的 应 用 。 因 而 ， 提 高 野生 菌 产 酶 能 力 和 生长 


速度 是 秸秆 生物 酶 解 处 理 技术 的 关键 四 。 诱 变 筛选 是 提高 微生物 产 酶 能 力 和 降低 酶 制剂 成 本 
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的 常用 方法 。 
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紫外 、 化 学 诱 变 因 效果 好 、 操 作 简 单 、 条 件 和 设备 要 求 较 低 ， 现 已 成 为 快速 突 


变 各 类 微生物 基因 组 的 有 效 方法 。 例 如 在 木 霉 的 选 育 中 ，ke IANH RARA I A iie 


后 ， 获 得 7 株 


出 2 株 高 产 纤维 素 酶 木 霉 菌株 。Li 等 0 以 绿色 木 霉 为 原始 菌株 ， 经 紫外 线 和 微波 诱 变 处 理 


后 ， 第 选 得 到 


高 产 突 变 菌 。 李 敏 霞 (1 对 绿色 木 霉 进行 紫外 、 人 硫酸 二 乙 酯 和 亚 硝酸 钠 复合 诱 变 


高 产 突变 菌 。 综 上 所 述 ， 复 合 诱 变 作为 一 种 高 效 生物 突变 手段 ,在 菌 种 改良 领 


域 将 具有 良好 的 应 用 前 景 。 因 此 ， 本 文 拟 采用 紫外 、 化 学 和 紫外 + 化 学 复合 诱 变 方法 ， 对 康 


氏 木 霉 进 行 诱 变 ， 以 微 晶 纤维 素 为 唯一 碳 源 ， 筛 选 生 长 快 、 产 酶 能 力 高 的 突变 菌 。 通 过 对 突 


变 菌 固态 发 酵 产 酶 条 件 的 优化 ,以 期 获得 高 产 纤 维 分 解 酶 菌株 及 其 其 固态 发 酵 工艺 参数 ,为 


玉米 秸秆 高 效 生物 转化 提供 指导 。 


1 材料 与 方法 


a 
下 
ft 


TEH R E Fa PHO BE ERAN Be 13006， 由 中 国 工业 微生物 菌 种 保藏 中 心 提供 。 


1.2 培养 基 


菌 种 


传代 培养 基 : 玉米 秸秆 粉 5 g〈 沸 水 洗 至 无 色 ， 过 200 H), MIRE 1.65 g， 磷 酸 氧 二 


< 


(K2HPOs) 0.5 g， 七 水 合 硫酸 镁 (MgSO47H2O) 0.25 g， 琼 脂 18~20 g， 自 然 pPH， 用 蒸 


馏 水 定 容 至 1 L。 


微 唱 纤维 素 刚 果 红 培养 基 : 微 晶 纤维 素 5 g, MRE 1.65 g, 刚果 红 0.3 g, K2HPO4 0.5 g, 


脱氧 胆 酸 钠 0.2%，MgSO4*7H2O 0.25 g， 琼 脂 18~20 g， 自 然 pPH， 用 蒸馏 水 定 容 至 1 L。 


固体 发 酵 基 础 培养 基 : 玉米 秸秆 (过 2 mm 筛 )7.0 g, ZR 3.0 g, WIREX 2%, 料 水 比 1.0:2.2， 


pH 自然 。 
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13 抱 子 悬 液 制 备 


fl FER 
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| 备 : 将 木 霉 孢子 悬 液 2.5 mL (10’ 个 /mL) BEA 50 mL 的 限量 培养 液 [ 葡 萄 糖 


0.1%, (NHa)2SO40.05%] 中 , 30 °C, 150 r/min 培养 , 记录 孢子 萌动 过 程 , 以 萌动 率 为 20%~30% 


为 最 佳 萌动 时 间 。 


1.4 康 氏 木 霉 紫外 、 化 学 和 复合 诱 变 


将 康 氏 木 考 孢子 液 稀释 为 40 个 孢子 菌 甚 液 进行 紫外 诱 变 (暗室 中 紫外 诱 变 仪 ， 预 热 30 


min， 并 吸取 10 mL 至 直径 为 6 cm 无 菌 培 养 下 中 ， 放 入 紫外 诱 变 仪 。 选 择 365 nm 紫外 线 波 


长 ， 并 不 断 搅拌 ， 照 射 时 间 分 别 为 8、11、 


14、17、20、23 min。 为 防止 回复 ， 紫 外 线 诱 变 


后 的 操作 均 在 红 灯 下 进行 ) 或 化 学 诱 变 〈 取 3.5 mL 孢子 悬 液 备 用 , 将 1 mL 的 硫酸 二 乙 酯 与 


0.5 mL 的 无 水 乙醇 混合 均匀 后 加 入 到 制备 好 的 孢子 悬 液 中 。 诱 变 时 间 分 别 为 10、20、30、 


40、50、60 min 后 加 入 0.5 mL 25% Na2S203 以 终止 反应 ， 以 加 无 菌 水 处 理 的 作 空白 对 照 ) 


吸取 不 同 诱 变 时 间 菌 液 均 匀 涂 布 微 蝇 纤 维 


数 ， 统 计 诱 变 前 后 的 变化 ， 计 算 致 死 率 。 


素 刚果 红 培 养 基 上 ，30 °C 恒温 ] 


a 


DA Ji bal BR ERAN Se 13006 在 微 晶 纤 维 素 刚果 红 培 养 基 上 所 产 透明 圈 


突变 菌 交 又 复合 诱 变 : 将 第 1 轮 突变 菌 


说 养 36 nh， 菌落 计 


交叉 再 进行 紫外 和 化 学 诱 变 , 操作 步骤 同上 述 一 


菌落 大 小 为 对 照 , 挑选 


平板 上 突变 菌 长 得 快 、 菌 丝 短 、 产 孢子 晚 、 透 明 圈 大 的 菌落 。 用 0.9% 的 生理 盐水 洗 下 ， 然 


后 涂 到 传代 绎 


3 


养 基 上 ， 培 养 4-6 d 长 出 单 菌落 后 收 


酵 ， 测 定 其 纤维 素 酶 CNY/T 912-2004) ~ 


Ging 


保藏 ， 接 种 至 固体 发 酵 培养 基 上 进行 发 


木 聚 糖 酶 (GB/T 23874-2009) 和 滤纸 酶 “GB/T 


23881-2009) 活性 ， 比 较 其 酶 活性 大 小 以 确定 高 产 纤维 分 解 菌 株 。 


[Some 
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1.6 RER RERE 


1.6.1 单 因 素 试验 
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以 基础 培养 基 为 基准 ，30 °C 恒温 培养 ， 依 次 对 发 酵 时 间 (48、60、66、72、78、84、 


90. 96, 102. 108. 114, 120h) . RREZIK CO. 1%, 2%. 3%, 4%, 5%. 6%) 、 磷 


酸 二 氧 钾 浓 度 CO. 1.0%, 1.5%. 2.0%. 2.5%. 3.0%. 3.5%, 4.0%) 及 孢子 〈107 个 /mL ) 


接种 量 (0.7. 0.8. 0.9. 1.0. 1.1, 


1.2. 1.3, 14mL) 进行 单 因素 试验 ， 每 个 处 理 3 个 重复 。 


测定 不 同 发 酵 条 件 下 突变 菌 康 氏 木 霉 UH-1 产 纤 维 素 酶 、 木 聚 糖 酶 、 滤 纸 酶 活性 ， 


1.6.2” 正 交 试 验 


根据 对 单 因素 试验 的 结果 ， 进 行 Lo(3 外 正 交 试验 ， 即 选择 单 因 素 试验 中 对 产 栈 


大 的 4 个 因素 ， 每 个 因素 设 3 个 水 平 i 


因素 对 突变 菌 康 氏 木 霉 UH-1 产 酶 的 影响 ， 并 获得 最 佳 产 酶 条 件 。 


fp pre Vd 


有 上 定 这 些 


影响 比较 


行 正 交 试验 ， 从 而 确定 康 氏 木 竹 UH-1 产 木 聚 糖 酶 、 


纤维 素 酶 、 滤 纸 酶 的 最 优 固 体 发 酵 条 件 组 合 。 将 试验 菌株 接种 于 最 优 发 酵 培 养 基 中 , 在 最 优 


发 酵 条 件 下 进行 发 酵 培 养 , 测定 发 酵 产 物 儿 种 酶 的 活性 , 并 与 原 菌 康 开 木 考 13006 3 


1.7 数据 统计 分 析 


行 比较 。 


运用 SPSS 19.0 统计 软件 ， 进 行 单 因 素 差 异 显著 性 方差 分 析 ， 结 果 以 平均 值 土 标准 差 表 


不。 


2 结果 与 分 析 


2.1 康 氏 木 毒 紫外 、 化 学 诱 变 与 突变 菌 筛选 


将 康 氏 木 址 孢子 萌发 20h 后 (萌发 率 为 20%) 进行 紫外 、 


间 为 10 min 〈 致 死 率 为 80%) ， 


最 佳 化 学 诱 变 时 间 为 30 min 〈 致 死 率 为 80%) 。 


化 学 诱 变 ， 最 佳 紫外 照射 时 


经 多 轮 紫 
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外 、 化 学 诱 变 ， 挑 选 出 微 晶 纤维 素 刚果 红 培 养 基 ， 培 养 7 d) 各 轮 诱 变 菌 透明 圈 直 径 /菌落 


直径 较 大 的 初 得 突变 菌 。 初 筛 突 变 菌 经 固态 发 酵 进行 复 租 ,突变 菌 康 氏 木 霉 13006 产 酶 能 


见 表 1。 由 表 可 知 ， 通 过 突变 菌 菌落 大 小 比较 ， 获 得 2 个 突变 菌 ， 经 固态 发 酵 复 筛 发 现 ， 突 


AR Val BE ERAN Be U11-2 的 滤纸 酶 、 纤 维 素 酶 和 木 聚 糖 酶 活性 较 原 菌 康 氏 木 霉 13006 均 有 所 提高 


a 


(P>0.05). 1% ti HY A — FRATRE 13006 无 法 获得 较 优 突变 菌 。 鉴 于 康 氏 木 才 U11-2 


产 酶 能 力 有 提高 趋势 ， 将 其 作为 下 轮 交 叉 复 合 诱 变 的 出 发 菌 。 


表 1 ERRE 13006 突变 菌 产 酶 能 力 


Table 1 Enzyme producing ability of Trichoderma koningii 13006 mutant strain U/g 


透明 圈 直 径 /菌落 直径 滤纸 酶 
项 木 聚 糖 酶 纤维 素 酶 
Transparent Filter paper 
Items Xylanase Cellulase 
diameter/colony diameter enzyme 

RRR 13006 

1.16 0.65+0.11 575.56+29.38 68.38+1.34 
Trichoderma koningii 13006 
RRR H1-6 

1.31 0.65+0.10 589.03436.32 71.24+8.50 
Trichoderma koningii H1-6 
RRR U11-2 

1.19 0.83+0.10 638.11+50.16 72.6742.34 
Trichoderma koningii U11-2 

同行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 CP<0.05) ， 相 同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05) 。 表 


2~# 7 同 。 


In the same row, values with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05), while 


with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05). The same as below. 


U: 紫外 诱 变 ，H: 化 学 诱 变 。 下 表 同 。 


U: ultraviole mutagenesis; H: chemical mutagenesis. The same as below. 


2.2 HRA U11-2 XAR RA A Hie 


ray 


康 民 木 才 U11-2 在 紫外 (20 min) 和 化 学 (30 min) 最 佳 诱 变 条 件 下 ， 经 多 轮 紫 外 、 化 


学 交叉 诱 变 ， 各 轮 诱 变 菌株 产 透明 圈 〈 微 晶 纤维 素 刚 果 红 培养 基 ， 培 养 7d) 和 发 酵 产 酶 ， 


康 民 木 才 U11-2 突变 菌 产 酶 能 力 见 表 2。 由 表 可 知 ， 各 突变 菌 〈 康 氏 木 址 U11-2、 康 氏 木 才 
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UH30-2. BE EGAN Ze UH-1) 的 木 聚 糖 酶 和 纤维 素 酶 活性 较 原 菌 康 氏 木 才 13006 均 显 著 提 高 


(P<0.05) ， 滤 纸 酶 活性 也 有 所 提高 (P>0.05) 。 


表 2 康 氏 木 老 U11-2 突变 菌 产 酶 能 力 


Table 2 Enzyme producing ability of Trichoderma koningii U11-2 mutant strain  U/g 


透明 圈 直 径 / 菌 落 直径 滤纸 酶 


项 目 l . AR SR 纤维 素 酶 
transparent diameter Filter paper 
Items Xylanase Cellulase 
/colony diameter enzyme 
AR RAR 13006 1.10 
i 0.4740.03 478.26447.47° 45.84+2.94> 

Trichoderma koningii 13006 
ERRE U11-2 

1.20 0.56+0.09 631.88+56.81° 77.90+1.03* 
Trichoderma koningii U11-2 
康 氏 木 毒 UH30-2 

2.04 0.53+0.12 716.76£28.79? 81.02+2.644 
Trichoderma koningii UH30-2 
JERR: UH-1 

1.42 0.60+0.12 682.62+16.86% 81.81+2.45* 


Trichoderma koningii UH-1 


由 图 1 可 见 ， 突 变 菌 康 氏 木 才 UH-1 发 酵 样 品 较 原 菌 康 氏 木 考 13006 颜色 明显 变 深 ， 说 


明 菌 株 发 生 了 突变 , 这 说 明 交 又 复 合 诱 变 是 康 氏 木 考 较为 适宜 的 诱 变 手段 。 鉴于 突变 菌 康 氏 


RE UH-1 发 酵 产 酶 综合 能 力 较 强 ， 将 其 作为 后 续 研 究 的 出 发 菌 。 


BRERA 13006 RERE T ERKE UHL1 发 酵 样品 


Fermented sample of Trichoderma koningii 13006 Fermented sample of Trichoderma koningii UH-1 


图 1 ERRER Bal 1 SAR al AC EE ih ER 


Fig.l | Color change of fermented sample of Trichoderma koningii original and mutant strains 


FRE 


2.3 ”突变 菌 康 氏 木 每 UH-1 PERERA 


2.3.1 


力 的 影响 


WF 84 h 时 达到 峰值 ， 


4 


gzj 


由 表 3 可 知 ， 发 酵 时 间 对 
eg 


活性 呈 升 高 -降低 - 升 高 的 变化 趋势 ， 
聚 糖 酶 和 纤维 素 酶 活性 呈现 无 规律 变化 。 由 于 发 酵 时 间 


WEARS. ZT AE ZR MEAT ARR 
ET RER, 


120 


表 3 发 酵 时 间 对 


发 酵 时 间 对 康 氏 木 霉 UH-1 产 酶 
QAR UH-1 产 酶 能 力 的 影响 较 大 ， 随 着 发 酵 时 间 的 延长 ， 


产 


FRAN UH-1 


BE JE JE AR a MA 
对 降低 生产 成 本 较为 有 利 ， 因 此 将 康 氏 木 霉 UH-1 最 佳 发 酵 时 间 定 为 84 h。 
E 力 的 影响 


酶 全 


RI, 


U/g 


Table3 Effects of fermentation time on enzyme producing ability of Trichoderma koningii UH-1 
= 发 酵 时间 
= 滤纸 酶 木 聚 糖 酶 纤维 素 酶 
Fermentation time/h Filter paper enzyme Xylanase Cellulase 
= 48 0.62+0.03°¢% 560.46+9.97° 75.46+2.14f 
60 0.72+0.12abed 615.47+13.17° 77.7340.88% 
66 0.40+0.06* 916.83434.89% 80.12+1.90% 
72 0.4840.04¢ 861.16+20,324 81.3140.59%f 
78 0.67+0.10°¢ 819.87+45.874 84.02+1.60°¢ 
84 0.85+0.04* 962.92+9.16% 90.62+2.81%° 
90 0.78+0.02% 868.32+36.06% 88.2043.87>¢4 
96 0.80+0.14% 964.79+3.04% 85.60+9.54ede 
102 0.8040.12” 911.26+2.60"° 94.41+3.56% 
108 0.68+0.13>¢ 805.83460.284 96.5846.75* 
114 0.51+0.07% 814.11412.46¢ 90.02+5.67%¢ 
0.5740.02 989.96+54.03* 91.94+3.03%¢ 
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2.3.2 MREZE X RERE UH-1 产 酶 能 力 的 影响 


由 表 4 可知， 滤纸 酶 和 纤维 素 酶 活性 在 硫酸 贸 浓 度 为 6% 时 最 高 ， 显 著 高 于 硫酸 贸 浓 度 


为 0、1%、2% 时 (P<0.05)， 硫酸 铵 浓度 为 2% 时 显著 高 于 硫酸 铵 浓度 为 0、1% 时 CP<0.05). 


木 聚 糖 酶 活性 在 硫酸 铵 浓度 为 2% 时 最 高 ， 显 著 高 于 其 他 硫酸 铵 浓度 (P<0.05) 。 因 此 ， 综 


合 考 虑 硫酸 狂人 硫酸 铵 对 纤维 素 


I 


F A AE EAT VE RETA ER, ERRE UH-1 产 酶 的 最 


ER IR EN 2% 


表 4 ”硫酸 铵 浓度 对 康 民 木 夫 UH-1 产 酶 能 力 的 影响 


Table 4 Effects of ammonium sulfate concentration on enzyme producing ability of Trichoderma koningii UH-1 


U/g 

硫酸 铵 浓度 

EAR ME TR ei ME 纤维 素 酶 
Ammonium sulfate concentration/% Filter paper enzyme Xylanase Cellulase 
0 0.61+0.08° 1 045.02+96.94° 47.95£1.75° 
1 0.60+0.09° 682.20493.93° 51.80+4.32° 
2 0.88+0.06° 1 160.64+35.20? 81.92+7.16° 
3 1.04+0.078 800.63+51.334 89.6542.63? 
4 1.05+0.14* 787.70429.814 89.16+1.05* 
5 1.09+0.06* 852.75419,25% 90.7941 .69* 
6 1.10+0.06* 928.81425.07° 91.37+4.35? 


2.3.3 ARAMEISK UH-1 产 酶 能 力 的 影响 


由 表 5 可 知 ， 和 磷酸 二 氧 钾 浓 度 对 滤纸 酶 、 纤 维 素 酶 、 木 聚 糖 酶 活性 均 无 显著 影响 


(P>0.05) ， 且 磷酸 氧 二 钊 浓度 为 1% 时 各 个 酶 活性 相对 较 高 ， 综 合 考虑 成 本 ， 因 此 康 氏 木 


TE UH-1 产 酶 的 最 佳 磷酸 二 氢 钾 浓度 定 为 1%。 


K5 AR AUR PET BE PRR UH-1 产 酶 能 力 的 影响 


Table 5 Effects of KH2PO, concentration on enzyme producing ability of Trichoderma koningii UH-1 U/g 


(BE BS — A YAR JE 


滤纸 栈 KFR 纤维 素 栈 
KH2PO4 concentration/% Filter paper enzyme Xylanase Cellulase 
0 1.02+0.16 1 173.69+101.98 86.6242.56 
1.0 1.05+0.08 1 216.23+45.81 87.8046.42 
1.5 0.90+0.20 1 125.634131.96 82.63+1.67 
2.0 0.90+0.23 1 194.60+52.25 85.62+1.67 
2.5 0.97+40.23 1 111.08+45.34 84.41+45.89 
3.0 1.10+0.36 1 086.59+21.90 83.73+46.42 
3.5 1.00+0.25 1 172.44+50.20 87.0441 .39 
4.0 0.88+0.12 1 094.51+42.45 83.3042.42 


2.3.4 IEX BE PR AR Be UH-1 产 酶 能 力 的 影响 


由 表 6 可 知 , 滤纸 酶 活性 在 接种 量 为 1.2 mL 时 最 高 , 显著 高 于 接种 量 为 0.8、1.1、 1.4 mL 


时 (P<0.05) 。 纤 维 素 酶 活性 在 接种 量 为 1.0 mL 时 最 高 ， 显 著 高 于 接 接 种 量 为 1.3 mL 时 


了 


(P<0.05) 。 木 聚 糖 酶 活性 在 接种 量 为 1.3 mL 时 最 高 ， 显 著 高 于 接 接种 量 为 0.9 mL 时 


(P<0.05) 。 综 合 考虑 ， 康 氏 木 霉 UH-1 产 酶 的 最 佳 接种 量 定 为 1.0 mL. 


表 6 接种 量 对 康 氏 木 霉 UH-1 产 酶 能 力 的 影响 


Table6 Effects of inoculation quantity on enzyme producing ability of Trichoderma koningii UH-1  U/g 


接种 量 
滤纸 酶 木 聚 糖 酶 纤维 素 酶 
Filter paper enzyme Xylanase Cellulase 


Inoculation 


quantity/mL 


0.7 0.8740.13 1 144.06495.81% 89.95+£2.93% 
0.8 0.48+0.13° 1 143.66£113.43” 91.94+3.18* 
0.9 0.71+0.15%° 995.66+78.08? 91.74+0.89% 
1.0 0.84+0.14abe 1 021.00+222.11* 92.16+0.693 
1.1 0.59+0.32" 1 056.884176.07” 90.45+4.54% 
1.2 1.00+0.14? 1 227.714£103.25% 87.99+43.11% 
1.3 0.80+0.06%"° 1 258.35+61.92°* 86.29+2.28° 
1.4 0.56+0.3 1% 1 021.56£85.71% 89.62+3.43% 


2.3.5 培养 基 含水 量 对 康 氏 木 霉 UH-1 产 酶 能 力 的 影响 


由 表 6 WA, PRES KEW RRA UH-1 的 产 酶 能 力 无 显著 影响 (P>0.05) 。 综 合 


考虑 ， 康 氏 木 霉 UH-1 产 酶 的 最 佳 培养 基 含 水 量 定 为 67%。 


表 7 培养 基 仿 水 量 对 康 氏 木 霉 UH-1 产 酶 能 力 的 影响 


Table7 Effects of culture medium moisture on enzyme producing ability of Trichoderma koningii UH-1 U/g 


培养 基 含 水 量 

滤纸 酶 聚 糖 酶 纤维 素 酶 
Culture medium 

Filter paper enzyme Xylanase Cellulase 

moisture/% 
63 0.8040.33 976.934£29.78 96.79+4.72 
65 0.66+0.07 1 179.81+74.19 91.5341.26 
67 0.73+0.09 1 197.1+84.21 93.63+12.16 
68 0.58+0.27 1 060.36+51.74 94.75+4.45 
70 0.50+0.02 1 204.66+64.35 91.93+2.05 


75 0.84+0.14 


1 191.61+92.16 


92.36+4.37 


2.3.6 IES 4 Hide 


根据 单 因素 试验 的 结果 , LE PET BR ERAN UH-1 固体 发 酵 产 酶 能 


(发 酵 时 间 、 硫 酸 乌 浓度 、 接 种 量 、 培 养 基 含 


影响 较 大 的 4 个 因素 


水 量 ) 进 行 Le39 的 正 交 试验 。 由 表 8 可 知 ， 影 


响 滤 纸 酶 活性 的 主要 因素 依次 为 硫酸 乌 浓 度 > 培 养 基 含水 量 > 发 酵 时 间 > 接 


条 件 为 硫酸 铵 浓度 3%、 培 养 基 仿 


活性 的 主要 因素 依次 为 硫酸 铵 浓度 > 发 酵 时 间 > 接 种 量 > 幸 养 基 含 水 量 ， 


水 量 67%、 发 酵 时 间 78 h、 接 种 量 1.2 mL。 影 响 纤 维 素 酶 


CLL SCY 


其 最 优 发 酵 条 件 为 硫 


WEIR FE 4%、 发 酵 时 间 90 h、 接 种 量 1.0 mL、 培 养 基 含 水 量 68%。 影 响 木 聚 糖 酶 活性 的 主 
要 因素 依次 为 硫酸 狂 浓 度 > 接种 量 > 培养 基 含 水 量 > 发 酵 时 间 ， 其 最 优 发 酵 条 件 为 硫酸 贸 浓 度 
2%、 接 种 量 1.1 mL、 培 养 基 含 水 量 67%、 发 酵 时 间 84 h。 
表 8 正 交 试验 结果 
Table8 Results of orthogonal test U/g 
A3 Factors 

REE MREZE Fee aK 
项 . eth E = 滤纸 酶 
l ae ae E per poe AARM ACN 
tems Fermenta sulfate Inoculation Culture enzyme See at 

tion concentration/ quantity/mL medium 
time/h % moisture/% 

1 78 2 1.0 67 1.2 82.36 857.52 
2 78 3 1.1 68 1.22 89.09 662.74 
3 78 4 1.2 70 1.12 86.45 524.71 
4 84 2 1.1 70 0.68 79.14 929.54 
5 84 3 1.2 67 1.34 90.22 651.62 


K1(1) 


K2(1) 


K3(1) 


R(1) 


K1(2) 


K2(2) 


K3(2) 


R(2) 


K1(3) 


K2(3) 


K3(3) 


R(3) 


K1, K2, K3 分 别 为 各 因 
为 纤维 素 酶 活性 ; G) 为 


84 


90 


90 


90 


1.180 


1.023 


1.073 


0.157 


85.967 


88.257 


90.037 


4.070 


681.657 


713.003 


711.603 


31.346 


0.933 


1.223 


1.120 


0.290 


81.713 


91.257 


91.290 


9.577 


879.277 


640.643 


586.343 


292.934 


x 
聚 


糖 酶 活性 。 


1.0 68 
1.2 68 
1.0 70 
1.1 67 
1.120 1.243 
1.030 1.063 
1.127 0.970 
0.097 0.273 
90.743 88.197 
86.747 89.380 
86.770 86.683 
3.996 2.697 
674.313 728.537 
756.250 690.453 
675.700 687.273 
81.937 41.264 
素 在 1、2、3 水 平时 产 酶 量 ; 


1.05 
0.92 
1.11 


1.19 


RARE; 


95.41 557.85 
83.64 850.77 
94.46 607.57 
92.01 676.47 


(1) 为 滤纸 酶 活性 ;， (2) 


K1, K2 and K3 were the enzyme production when the factors at 1, 2 and 3 levels, respectively; R 


was the range; (1) was the filter paper enzyme activity; (2) was the cellulase activity; (3) was the 


xylanase activity. 


2.3.7” 正 交 试验 验证 


在 上 述 正 交 试验 优化 条 伯 


产 纤 维 素 


TH 


TT 


AR ENE AAT AG 


D> 对 原 Al 


活性 的 最 适 发 酵 条 们 


氏 木 考 13006 和 诱 变 菌 


Be DOAN Se UH-1 固态 发 酵 


进行 验证 。 由 表 9 可 知 , 康 氏 木 霉 UH-1 


产 滤纸 酶 与 木 聚 糖 酶 的 最 优 条 件 为 硫酸 乌 浓 度 2%、 接 种 量 1.1 mL、 培 养 基 含水 量 67%、 发 


EZET 84h， 活 性 分 别 可 以 达到 0.86 和 1 150.32 U/g. ERRE UH-1 产 纤维 素 酶 的 最 优 条 


件 为 硫酸 铵 浓度 4% 发酵 时 间 90 h, ERE 1.0 mL、 培 养 基 仿 水量 68%, 活性 可 以 达到 103.99 


U/g. ERRE 13006 纤维 素 


I 


了 于 、 木 聚 糖 酶 和 滤纸 酶 活性 最 高 可 以 达到 53.17, 812.78 和 0.30 


wa 


a 


Ulg, ERRE UH-1 较 其 酶 活性 均 有 所 提高 。 


表 9 正 交 试验 验证 


Table 9 Verification by orthogonal test  U/g 


项 最 优 发 酵 条 件 

滤纸 酶 纤维 素 酶 KRH 
Items Optimal fermentation conditions Filter paper enzyme Cellulase Xylanase 
滤纸 酶 BERANE 13006 


0.16+0.06 49.51+3.31 663.77431.05 
Filter paper enzyme Trichoderma koningii13006 


ER EGAN UH-1 
0.76+0.06 103.3443.77 819.29+30.28 


Trichoderma koningii UH-1 


木 聚 糖 酶 BRERA 13006 
0.30+0.08 53.17+4.31 812.78+53.32 
Cellulase Trichoderma koningii 13006 
BR OARS UH-1 


0.86+0.15 99.81+1.61 1 150.32+53.31 


Trichoderma koningiiUH-1 


纤维 素 酶 ERA 13006 


x 


0.23+0.08 46.3842.41 677.86+62.02 


Xylanase Trichoderma koningii13006 


RARE: UH-1 


0.76+0.12 103.99+5.76 1 006.28+81.8 


Trichoderma koningii UH-1 
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玉米 秸秆 化 学 结构 复杂 , 很 难 被 动物 高 


米 秸秆 转化 为 易于 动物 消化 吸收 形式 的 饲料 资 


和 基因 改造 获得 高 


处 于 休眠 状态 ,萌发 孢子 可 改善 诱 变 育种 的 效果 [5-11。 刘 春 芬 09 试 验 表 


进行 诱 变 可 提高 


到 20% 时 进行 诱 变 处 理 ， 并 获得 了 较 高 的 突变 率 。 本 文通 


令 酸 二 乙 酯 、 紫外 - WR AN 


效 利 月 


Ho AA 


ETA 


微生物 产生 的 多 种 纤维 分 解 酶 将 玉 


A Vite “4H 


产 酶 能 力 的 优良 菌株 是 生物 酶 解 处 理 


菌株 正 突变 率 。 因 此 本 试验 对 康 氏 木 考 孢子 进行 萌发 处 天 


HIRE WRR RE UH-1 AR Se HE BOER A BR ERAN E: 


I 秸秆 综合 


JH KIE 
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热点 。 通 过 诱 变 


秸秆 的 关键 。 因 霉 


合 诱 变 获得 了 产 酶 能 力 较 强 的 突变 菌 康 氏 木 霉 UH-1。 


13006 提 


提高 了 78.5%。 


变 剂 发 生 抗 性 有 关 ， 因 此 复合 诱 变 可 


在 诱 变 育种 过 程 中 如 何 快速 高 效 筛选 出 优 


态 发 酵 酶 活性 测定 对 突变 菌 进行 初 得 与 复 筛 。 


直径 比值 间 存 在 有 一 定 关 联 , 但 也 并 非 比值 越 


作物 秸秆 平板 培养 基 上 生长 较 快 ， 且 透明 圈 不 明显 ，y 


这 可 能 与 单一 诱 变 方法 突变 点 单 


能 是 丝 状 真 


或 大 的 突变 


、 突 变 几率 小 、 


结果 发 现 ， 


菌 更 为 有 效 的 诱 变 方式 。 


菌 酶 活性 就 越 高 。 


高 了 42.7%， 纤 维 素 酶 活性 


菌 的 成 熟 分 生 孢 子 


H, 利用 萌发 的 孢子 


E， 当 孢子 萌发 率 达 


过 对 康 氏 木 址 13006 进行 紫外 、 


获得 


不 稳定 和 菌株 易 对 单一 诱 


良 的 突变 菌 十 分 关键 。 本 研究 采用 透明 圈 和 固 


虽然 菌株 产 酶 高 低 和 透明 圈 与 菌落 


因 丝 状 真菌 在 天 然 


以 用 来 得 选 突变 菌 。 在 本 试验 中 采用 


微 晶 纤维 素平 板 筛选 突变 菌 ， 虽 具有 一 定 代表 性 ， 仅 展示 出 菌株 对 微 晶 纤维 素 的 分 解 能 力 ， 


不 能 代表 其 对 秸秆 的 降解 能 力 。 同时, 康 氏 木 霉 固态 发 酵 可 以 产生 多 


木 聚 糖 酶 、 滤 纸 酶 、 外 切 葡 村 


过 程 中 发 挥 着 不 同 作用 。 


时 费力 ， 如 何 建 立 一 


氮 是 微生物 细胞 重要 营养 素 , 也 是 菌 体 合成 酶 蛋 


机 氮 ， 还 可 大 量 利用 非 蛋 白 氛 


A 


因此 ， 发 酵 酶 活性 测定 是 


种 可 快速 得 选 高 效 降解 作物 秸秆 丝 状 


突变 菌 得 


聚 糖 酶 活 、B- 木 聚 昔 酶 活 、B- 葡 萄 糖苷 酶 ， 这 


HR, 包括 纤维 素 酶 、 


些 酶 在 秸秆 的 降解 


选 的 必要 手段 。 但 


酶 活性 测定 耗 


菌株 的 方法 尚 需要 进一步 研究 。 


等 上 研究 康 氏 木 霉 产 纤维 素 酶 发 酵 条 件 时 ， 适 宜 的 硫酸 铵 浓度 为 2%， 


白 的 关键 营养 素 。 微生物 不 仅 可 利用 有 


。 因 硫酸 匀 等 无 机 氨 价 格 低廉 ， 常 作为 微生物 发 酵 的 主要 氮 源 


发 酵 时 


[Some 
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间 为 84 h， 这 与 与 本 试验 研究 结果 一 致 。 磷 是 微生物 生长 所 必 不 可 少 矿物 元 素 。 菌 体 代 谢 培 


养 基 中 碳 源 会 产生 大 量 的 酸 ， 导 致 发 酵 pH 下 降 ， 从 而 影响 菌 体 生长 和 产 酶 能 力 。 在 固态 发 


本 培养 基 中 加 入 一 定量 磷酸 盐 不 仅 能 起 缓冲 作用 ， 还 可 促进 微生物 生长 和 代谢 。 谢 夏阳 记 


和 王 实 玉 外 在 研究 康 氏 木 酶 产 纤维 素 酶 条 件 时 确定 适宜 的 磷酸 二 氢 钾 浓度 为 0.1%， 与 本 试 


验 研究 结果 不 一 致 ， 可 能 与 菌株 发 酵 培 养 基 碳 源 组 成 有 关 。 


在 丝 状 真菌 的 固态 发 酵 过 程 中 不 能 进行 养分 补充 ， 接 种 量 对 发 酵 产 酶 量 影响 至 关 重 要 。 


孙 斐 等 2 确定 拟 康 氏 木 霉 适宜 接种 量 为 10%， 与 本 试验 结果 一 致 。 培 养 基 含水 量 过 低 会 导 


致 培养 基 表 面 干燥 进而 影响 菌 种 的 生长 和 产 酶 


能 力 , 培养 基 含 水 量 过 高 会 导致 培养 基 通 气孔 


阻塞 ， 供 氧 不 足 ， 从 而 抑制 菌 体 生长 。 孙 斐 等 


与 本 试验 结果 (培养 基 仿 水量 为 67%) 不 一 致 


D23] 确 定 拟 康 氏 木 霉 适宜 含水 量 为 55%~60%， 


。 由 i 


式 验 可 知 ， 含 水 量 对 于 菌 种 发 酵 产 酶 能 


影响 不 大 ,这 可 能 与 本 试验 中 起 始 含 水 高 有 关 ; 其 以 玉米 芯 和 获 皮 为 碳 源 ， 而 本 试验 为 玉米 


FAT A BRI o PRTC LL PATE IT BE ERAN BE AS3.2774 发 酵 条 件 优化 表明 稻草 粉 与 获 皮 培养 基 含 


水 量 为 67%, 与 本 试验 结果 一 致 。 因此, 需要 针对 康 氏 木 霍 发酵 培 养 基 的 组 成 来 确定 其 适宜 


培养 基 含 水量 。 


4 结 论 


D HERRE 13006 进行 多 轮 紫 外 、 化 学 和 交叉 复合 诱 变 ， 获 得 1 株 产 纤维 分 解 酶 能 


JEROEN RE HR RRE UH-1, 其 木 聚 糖 酶 活性 提高 了 42.7%, 纤维 素 酶 活性 提高 了 78.5%。 


© WAGE RRA BE UH-1 固态 发 酵 培 养 条 们 


F, AE 


培养 基 为 玉米 秸秆 ， KNT: 3、 硫 


酸 铵 浓度 2%、 接 种 量 1.1 mL、 含 水 量 67%、 发 酵 时 间 84 bh。 在 此 条 件 下 ， 康 民 木 才 UH-1 


滤纸 酶 活性 达到 0.86 U/g， 纤 维 素 酶 活性 达到 99.81 U/g， 木 聚 糖 酶 活性 达到 1 150.32 U/g。 
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Mutagenesis Breeding and Fermentation Condition Optimization of High Yield Fiber 


Decomposition Enzyme of Trichoderma koningii* 


ZHU Yuxia!? GAO Aiqin” ZHANG Tieying LIU Junli! LIU Xintong? ZHANG 


Zhipeng! LIAO Chaoyong! 


(1. State Key Laboratory of Animal Nutrition, Institute of Animal Science, Chinese Academy of 
Agricultural Science, Beijing 100193, China; 2. College of Animal Science, Inner Mongolia 


Agricultural University, Hohhot 010018, China) 


Abstract :This experiment was conducted to study the mutagenesis breeding and optimal 
fermentation condition optimization of high yield fiber decomposition enzyme of Trichoderma 
koningii. High cellulose decomposition enzyme of mutant strain was obtained through the 
mutagenesis breeding (ultraviolet, diethyl sulfate and ultraviolet-diethyl sulfate compound 


mutagenesis) of Trichoderma koningii, and the fermentation conditions of enzyme production and 


*Communication authors: GAO Aiqin, professor, E-mail: gaoaiqin999 @163.com; ZHANG 
Tieying, associate professor, E-mail: zhty999@.com (责任 编辑 “武海 龙 ) 


the hydrolysis ability of straw were studied. The results showed that a mutant strain of 
Trichoderma koningii UH-1 was selected through ultraviolet, diethyl sulfate and ultraviolet-diethyl 
sulfate compound mutagenesis of the original strain of Trichoderma koningii; compared with the 
original strain, the xylanase activity increased by 42.7% and the cellulase activity increased by 
78.5% in mutant strain. The optimization of fermentation condition were corn stalk to bran was 7 
to 3, ammonium sulphate concentration was 2%, inoculation quantity was 1.1 mL, culture medium 
moisture was 67%, fermentation time was 84 h, potasstum dihydrogen phosphate concentration 
was 1%. In this condition, the filter paper enzyme activity reached 0.86 U/g, cellulase activity 
reached 99.81 U/g, xylanase activity reached 1 150.32 U/g; however, in the original strain of 
Trichoderma koningii, the filter paper enzyme activity was 0.23 U/g, the cellulase activity was 
46.38 U/g, the xylanase activity was 677.86 U/g. This study showed that the mutagenesis of 
ultraviolet -diethyl sulfuric acid is effective in mutagenesis breeding of Trichoderma koningii, thus 
to improve enzyme producing ability and straw hydrolysis capacity. 


Key words: Trichoderma koningii; ultraviolet mutagenesis; chemical mutagenesis; screening; 


fermentation conditions 


